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Введение. Реакция трансфосфатидилирования, катализируемая фосфолипазой D (ФЛД), ши-
роко применяется в синтезе разнообразных фосфолипидов для пищевой и фармацевтической 
промышленности [1, 2]. К числу таких фосфолипидов относятся фосфатидилсерин (ФС) и фос-
фатидилглицерин (ФГ), привлекающие в последние годы особое внимание исследователей из-за 
своих уникальных биохимических и фармакологических свойств. ФС используется в качестве 
пищевой добавки, которая способна поддерживать ряд функций головного мозга, связанных 
с памятью и способностью к обучению. Отмечено, что ФС может сглаживать симптомы депрес-
сии, физического, умственного и эмоционального стресса, а также обладает эргогенными свой-
ствами [3, 4]. Данное соединение может применяться в качестве средства против остеопороза [5], 
имеет перспективы применения в косметологической промышленности [6, 7]. Недавние иссле-
дования показали возможность применения данного фосфолипида в качестве компонента про-
тивомикробных препаратов [8], а также для лечения последствий инфарктов и инсультов [9]. 
В свою очередь ФГ используется в качестве компонента липосомальных форм для направлен-
ной доставки лекарств, ДНК и малых интерферирующих РНК (siRNA) в клетки-мишени [10–12]. 
Содержание ФС и ФГ в биологических объектах незначительно, что существенно затрудняет их 
выделение. Кроме этого, выделение ФС и ФГ из наиболее богатых этими фосфолипидами мозга 
и легкого животных с последующим использованием в качестве субстанций фармакологических 
препаратов сопряжено с опасностью контаминации прионными инфекциями. Более перспектив-
ным методом получения ФС и ФГ является ферментативный синтез с использованием катали-
зируемой ФЛД реакции трансфосфатидилирования, в которой доступный фосфатидилхолин (ФХ) 
служит донором фосфатидильного остатка, а L-серин и глицерин – акцепторами.
Наличие удобного и надежного метода количественного и качественного анализов смесей 
фосфолипидов при проведении реакции трансфосфатидилирования позволит проводить ее мо-
ниторинг, необходимый для подбора оптимальных условий и параметров реакции. Ранее с этой 
целью широко применялся метод тонкослойной хроматографии (ТСХ) с обнаружением исход-
ного фосфолипидного субстрата и продукта специфическими реагентами. ТСХ – удобный экс-
пресс-метод качественного анализа фосфолипидов, однако при необходимости количественного 
анализа он значительно усложняется, а для получения точных результатов необходимо прово-
дить большое количество параллельных измерений.
В данной работе предлагается альтернативный хроматографическим методам слежения за ходом 
ферментативной реакции подход с применением 31P-ЯМР спектрометрии, с помощью которого 
определены особенности биокаталитического трансфосфатидилирования L-серина и глицерина. 
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Материалы и методы. В качестве продуцента ФЛД использовали отобранный нами ранее 
штамм Streptomyces netropsis (далее Str. netropsis). Штамм депонирован в коллекции непатоген-
ных микроорганизмов Института микробиологии НАН Беларуси под БИМ В-235.
Культивирование стрептомицета и получение сухого ферментного препарата осуществляли, 
как указано в работе [13]. Фосфатидилхолин из соевых бобов Epikuron 200 фирмы Lucas Meyer 
(ФРГ) очищали от примесей флэш-хроматографией на силикагеле.
Ферментативный синтез ФС проводили в двухфазной водно-органической реакционной смеси 
(60 об.% хлороформа и 40 об.% водной фазы). Реакционную смесь объемом 10 мл, содержащую 
150 мМ L-серин и глицерин, 30 мМ ФХ, 0,2 М натрий-ацетатный буфер (рН 6,0), 0,1 М CaCl2 
и 4 мг сухого ферментного препарата, инкубировали при 37 оС и постоянном перемешивании. 
За ходом реакции следили, используя ТСХ в системе растворителей хлороформ: метанол: 25%-ный 
водный аммиак (7:4:1 по объему). Вещества обнаруживали, используя специфический реагент на 
фосфолипиды [14] и 0,25%-ный раствор нингидрина в н-бутаноле. 
Для исследования динамики изменения фосфолипидного состава реакционной смеси отби-
рали пробы, содержащие 15–20 мг суммарных фосфолипидов. После разделения водной и хло-
роформной фаз путем центрифугирования (1 мин при 3000 g), органическую фазу аккуратно 
отбирали с помощью микропипетки и упаривали на роторном испарителе. К образовавшейся 
пленке фосфолипидов добавляли раствор детергента CHAPS в дейтерированной воде (100 мг/мл), 
встряхивали до образования прозрачного мицеллярного раствора. 31P-ЯМР спектры регистриро-
вали на приборе Avance 500 («Bruker», Германия) при частоте 272 МГц с подавлением протонов.
Результаты и их обсуждение. Фосфолипаза D катализирует реакцию гидролиза терминаль-
ной фосфоэфирной связи в фосфолипидах с образованием фосфатидной кислоты (ФК). В присут-
ствии спиртов фермент преимущественно осуществляет реакцию трансфосфатидилирования, 
перенося фосфатидильный остаток субстрата на спиртовой акцептор [1]. 
В данной работе биокатализатором служила частично очищенная ФЛД из стрептомицетов. 
Ферментативный синтез ФС и ФГ осуществляли в двухфазной системе хлороформ–вода, исполь-
зуя ФХ из соевых бобов в качестве донора фосфатидильного остатка и L-серин и глицерин в каче-
стве акцепторов. Из реакционной смеси отбирали пробы из хлороформного слоя через опреде-
ленные промежутки времени после начала реакции. Образцы для 31P-ЯМР спектрометрического 
анализа были приготовлены, как описано выше. 
В отличие от описанных ранее приемов анализа фосфолипидного состава с помощью 31P-ЯМР-
спектрометрии [15], в данной работе в качестве детергента для солюбилизации в воде фосфоли- 
пидов, образующихся в ходе ферментативной реакции, использовали цвиттер-ионный 3-[(3-хола- 
мидопропил)-диметиламино]-1-пропансульфонат (CHAPS) [16].
В качестве внешнего стандарта при регистрации спектра применяли раствор трифенилфос-
фина в дейтерохлороформе, запаянный в капилляр. Сигнал ядер фосфора в трифенилфосфине 
находится в значительно более сильном поле по сравнению с фосфолипидами и не перекрывается 
ни с одним из них (рис. 1). В большинстве работ для этой цели применялась фосфорная кислота 
(см. обзор [15] и цитируемые в нем статьи), которая добавляется непосредственно в образец, из-
меняя при этом pH(D) среды и, как следствие, структуру мицелл. Более того, сигнал фосфорной 
кислоты находится в области химических сдвигов фосфолипидов и может перекрываться с сиг-
налами некоторых из них. В связи с этим для удобства за ноль принят сигнал трифенилфосфина, 
который удален на 5,2 м.д. в области сильного поля от традиционно используемого нуля. 
70
31P-ЯМР-спектр записывали с подавлением протонов для того, чтобы получить более четкие 
и узкие сигналы. В проведенных экспериментах без подавления протонов сигналы были ушире-
ны и отсутствовали константы спин-спинового взаимодействия, что позволяет пренебречь эф-
фектом Оверхаузера и использовать интегральные интенсивности сигналов для количественно-
го анализа. 
Как видно из рис. 1, в реакционной смеси происходит накопление ФС и ФГ. Количество ФХ умень-
шается в ходе реакции. По данным интегральной интенсивности сигналов ФХ, ФС, ФГ и ФК 
в спектрах 31Р-ЯМР (рис. 1, а–в) построены графики, отражающие динамику накопления продук-
тов реакции и убыли ФХ в реакционной смеси (рис. 2, а, б). Как следует из графиков, накопление 
ФС практически заканчивается уже через 45 мин после начала реакции и составляет 45% от 
фосфолипидов реакционной смеси, в которой в значительном количестве присутствует продукт 
гидролиза ФХ – фосфатидная кислота. В случае использования в качестве акцептора глицерина 
реакция протекает к этому времени с выходом ФГ более 60%, который продолжает расти. Выход 
Рис. 1. 31P-ЯМР-спектры исходного ФХ (а), экстракта реакционной смеси при ферментативном получении ФС (б)  
и ФГ (в) спустя 1 ч после начала реакции
Рис. 2. Кинетика накопления продуктов ферментативной реакции и убыли субстрата ФХ: а – при получении ФС; 
б – при получении ФГ
продукта гидролиза ФК при этом составляет всего лишь 5%. Такие различия при трансфосфати-
дилировании на разные акцепторы можно объяснить следующими причинами: а) наличием двух 
равноценных первичных гидроксильных групп в молекуле глицерина по сравнению с L-серином 
и тем, что увеличение концентрации последнего невозможно из-за ограниченной растворимости 
аминокислоты в воде; б) благоприятным воздействием глицерина на структуру фермента в двух-
фазной системе, содержащей органический растворитель [17].
Результаты проведенных исследований дают основание утверждать, что метод 31P-ЯМР-спектро- 
скопии может быть успешно использован для исследования кинетики реакции и особенностей 
биокаталитического синтеза новых фосфолипидов из доступного ФХ с помощью фосфолипазы D. 
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Summary
To monitor the process of enzymatic reaction, 31P-NMR spectroscopic technique has been proposed as an alternative to 
chromatographic method. Using this approach, the time-course of soybean phosphatidylcholine (lecithin) biotransformation 
into phosphatidylserine or phosphatidylglycerol catalyzed by Streptomyces netropsis BIM В-235 phospholipase D has been 
established.
